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1、 研究背景

随着生活水平的提高和饮食结构的改变，非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）的患病率逐渐上升，其全球平均患病率为20% [
,
]，上海市区成年人中患病率为15.35%[
]。该病包括单纯性肝脂肪变性、非酒精性脂肪性肝炎（NASH，需肝穿刺明确诊断），以及终末期的肝硬化。部分患者可演变为肝细胞癌[
]。

脂肪肝对机体的危害，除了增加肝病相关的发病率与死亡率，更重要的是引起代谢异常性疾病，从而引起糖尿病与心血管疾病的发病率与死亡率的增加[
]。NAFLD人群是代谢综合征（MS）、2型糖尿病（DM）、心血管疾病（CVD）的“后备军”。国外研究报道，NAFLD患者中约1/3伴有MS[
]，无糖尿病史的NAFLD患者经OGTT试验，44％存在糖代谢异常，其中13%为IGT，约33%为DM[
]；我课题组最近报道：在上海无糖尿病史的NAFLD人群中，31.4%为MS，糖代谢异常者高达43.2%，其中新诊断糖尿病者为14.4%[
]，与国外研究结果相似。国外前瞻性研究发现脂肪肝可以预测2型糖尿病和CVD的发生。分析12个前瞻性研究中有9个研究结果发现：肝酶增高是预测2型糖尿病的独立危险因素（白种人中常用肝酶增高作为肝脏脂肪变性的指标）。对正常糖耐量的Pima印地安人平均随访6.9年，在随访的任何时点，ALT处于上四分位水平(≥59U/L)者，糖尿病累积发病率均高于ALT处于下四分位水平(≥21U/L)者 [
]；在IRAS研究中（Insulin Resistance Atherosclerosis Study），AST和ALT的升高均是独立于BMI的2型糖尿病患病风险因素[
]；BRHS(British Regional Heart Study)研究对7458例非糖尿病男性随访12.8年的结果显示：血浆(-GT是独立于BMI的2型糖尿病患病风险因素[
]；另外，韩国[
]、美国黑人、白人[
]、芬兰[
]人群的研究和最近WOSCOP研究[
]均报道了类似的结果。荷兰Hoorn Study研究显示基线血浆ALT升高增加了受试者冠心病（CHD）风险，而且独立于所有其他CHD危险因素[
]。一项对132例NAFLD患者随访18年结果显示，心血管疾病（CVD）是该人群第二大死因[
]。另一项对420例NAFLD患者平均随访7.6年，总死亡率高于普通人群，主要死因之一是CVD [
]。这些研究结果说明两个问题：1) 提示肝脏脂肪含量增高先于2型糖尿病和心血管疾病的发生，强烈提示肝脏脂肪含量增加在2型糖尿病和心血管疾病的发病机制中起着关键性的作用。2) NAFLD患者是2型糖尿病和CVD及动脉粥样硬化疾病的“后备军”，为了防治“后备军”向终末疾病进展，必须将防治中心重点前移，因此加强NAFLD群体的防治研究、探索新的有效的干预措施是有效防治2型糖尿病与CVD的迫切任务。另外，脂肪肝也是血肝酶升高的主要原因之一，对于青中年人群，肝酶的升高对患者工作与生活造成了很大不便，尽快降低肝酶，减轻肝脏脂肪积聚可减轻脂肪肝患者心理压力。

诊断和评价NAFLD疗效的金标准是肝穿刺病理诊断方法，肝脏脂肪含量>5%定义为脂肪肝。但这一方法的有创性限制了其在临床及人群研究中的广泛应用。影像学检查如普通B超，是非定量研究，对低于30%的肝脏脂肪变性的检测不敏感，一般仅用于对脂肪肝定性诊断；CT半定量方法较普通B超诊断进了一步，但是仍然不能精确定量。评价方法的缺陷一度成为限制NAFLD基础与临床研究的“瓶颈”。国外自1994年开始应用质子磁共振波谱（1H MRS）无创性精确测定肝脏及骨骼肌脂肪含量的方法[
]，被称作无创测量的“金标准”，使得NAFLD的研究取得了长足的进展，检索近3年发表在国际权威杂志上有关NAFLD的文章均采用此定量方法。2006年在上海市科委（06ZR14020）的支持下，我课题组在国内率先建立了1H MRS测定肝脏脂肪含量的方法[
]，结果显示1H MRS测定肝脏脂肪含量方法精确稳定，与肝穿刺测定的肝脏脂肪含量相关性很高（相关系数 r=0.814）。1H MRS方法的建立为我国NAFLD的基础与临床研究提供了稳定可靠的平台，缩小了我们与国际同类研究的差距。
由于NAFLD的病因及发病机制不明，目前对其治疗方法缺乏病因治疗的依据。已经报道的干预研究，包括运动减肥，饮食限制方案、噻唑烷二酮类等药物治疗，均为小样本研究，部分研究通过肝穿刺评价治疗前后的疗效，部分研究通过磁共振波谱分析评估疗效，迄今还缺乏大样本、随机对照的前瞻性干预研究的证据，尚无公认的药物治疗方法[
,
,
,
]。
吡格列酮为噻唑烷二酮类口服抗糖尿病药，为过氧化物酶体增殖体激活受体γ(PPARγ)的激动剂，通过提高外周和肝脏的胰岛素敏感性而控制血糖水平。其主要作用机理为激活脂肪、骨骼肌和肝脏等胰岛素作用组织的PPARγ核受体，从而调节胰岛素应答基因的转录，控制血糖的生成、转运和利用。国外有关吡格列酮治疗NAFLD临床试验的文献已经发表的有4篇[
, 
, 
, 
 ]，总样本数在18－55例之间，均为小规模研究，结果提示吡格列酮可以明显减少NAFLD患者肝脏脂肪含量；改善非酒精性脂肪性肝炎患者的生物学指标及肝脏组织学[25,27,
]。国内有学者应用吡格列酮对伴有2型糖尿病的NAFLD患者进行治疗[
]，结果示吡格列酮治疗组在改善脂肪肝程度、降低空腹胰岛素及改善肝功能等方面明显优于对照组（维生素E），但是该研究没有对脂肪肝进行定量评价。目前国内没有应用吡格列酮对伴糖调节异常NAFLD患者的治疗研究。

小檗碱，又名黄连素，是中药黄连的主要成分,临床广泛用于消化道感染的治疗。2004年由中国医学科学院医药生物技术研究所所长蒋建东博士领导的课题组发现，小檗碱可通过转录后修饰机制稳定mRNA以增加LDL受体表达，从而发挥降低血脂作用[
]，与目前使用的他汀类降血脂药物的作用机理完全不同，该研究发表在国际权威的Nature Medicine杂志上。由于脂肪肝与血脂代谢紊乱密切相关，小檗碱可能通过改善脂代谢从而对脂肪肝产生治疗作用。迄今国外尚未见到应用小檗碱治疗NAFLD的相关报道，国内有2个研究对小檗碱治疗NAFLD的疗效进行评价[
,
]，结果显示小檗碱治疗后，NAFLD患者血糖、血脂、肝酶、BMI等指标较治疗前明显下降，患者耐受性好。但是这2个研究仅采用B超对肝脏脂肪含量进行评价，方法学不精确，样本量也比较小，未设立对照组。 

我院在脂肪肝的防治过程中发现，经生活方式干预及吡格列酮治疗，NAFLD患者2－3个月左右即可出现明显的体重减轻及肝脏脂肪含量的下降（CT测定的肝脏脂肪含量治疗前为20%，治疗后接近0%）。故本研究采用4个月作为脂肪肝治疗的疗程。

2、 研究目的：

选择伴有糖调节异常和新诊断2型糖尿病的非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）患者，在生活方式干预的基础上，将受试者随机分为3组：单纯生活方式干预组；生活方式干预＋盐酸吡格列酮组（盐酸吡格列酮片15mg qd. po）；生活方式干预＋盐酸小檗碱组（盐酸小檗碱片0.5g tid. po），进行为期16周的随机对照开放临床试验，以质子磁共振波谱（1H MRS）方法测定治疗前后肝脏脂肪含量的变化，评价以上三种方法对受试者肝脏脂肪含量的变化和糖代谢改善的疗效及两种药物的安全性，分析肝脏脂肪含量的改变与血糖、血脂等代谢之间的关系，提出适合我国伴有糖代谢异常的NAFLD人群中降低肝脏脂肪含量的治疗方法。 

三、受试者条件

3.1 入选标准

1) 已充分了解知情同意书，并签署知情同意书；

2) 年龄：≥18～≤65岁；

3) B超诊断为脂肪肝；
4) 空腹血糖≥5.6mmol/L和/或糖负荷后2小时血糖≥7.8mmol/L；

5) 糖尿病病程≤1年；

6) 近4周内未服过任何降糖药或接受胰岛素治疗；

7) 近4周内未服用调脂药者（他汀类，贝特类）；

8) 经改善生活方式和/或服用有效的降压药物，血压<160/100mmHg；

9) 曾服用益肝灵、熊脱氧胆酸、易善复、维生素E、复方玉芩胶囊、水飞蓟素等药物，已停药4周以上；
10) 1H MRS测定肝脏脂肪含量≥13%。
3.2 排除标准

1) 有下列任何一项肝病史者：

    慢性肝炎、肝硬化、肝癌、自身免疫性肝病、酒精性肝病、遗传性肝病等；

2） 肝功能显著异常：ALT或AST≥正常上限2倍；

3） HBsAg（＋）, 和/或HCV-Ab（＋）；

4)  1型糖尿病，特殊类型糖尿病及妊娠糖尿病患者,BMI<22kg/m2；

5)  糖尿病病程>1年；
6） 曾接受或正在进行任何降糖药或胰岛素治疗的患者；

7） HbA1c>7.5% ；

8)  合并严重糖尿病并发症的患者（糖尿病酮症酸中毒、昏迷及有糖尿病昏迷征兆的患者；神经功能障碍、视网膜病变、肾功能障碍）；

9)  血清肌酐值在≥1.5mg/dL（133umol/L）的患者；

10）合并重症心脏疾病的患者（曾发生过心肌梗塞患者及心衰和/或严重心律失常）；

11）合并重症感染症、经历手术后6个月内、严重外伤患者；

12）饮酒（酒精量）：男性≥140g/周；女性≥70g/周；

13）24周内参加过其他临床试验的患者；

14）有同类药物过敏史的患者；

15）妊娠或可能妊娠及哺乳期或者，或试验期间希望怀孕的男性或女性患者；

16）因精神疾患不能依从该研究方案者；

17）不签署知情同意书者；

18）其他，研究者认为不适合作为试验对象者；
19）血清甘油三酯≥5.0mmol/L者；
20）甲状腺疾病，包括甲状腺功能亢进症和甲状腺功能减退症。

3.3 剔除标准

1) 妊娠；

2) 在随访期间患者收缩压≥180mmHg和或舒张压≥110mmHg；

3) 肝酶（ALT或AST）≥正常上限2倍；

4) 血肌酐≥1.5mg/dl(133umol/L) ；

5) 加服了干扰药物：包括：除吡格列酮外的所有降血糖药物、调脂药、具有降糖、降脂作用的中药等；

四、干预方法与研究药物

4.1 单纯生活方式干预：

4.1.1 限热卡饮食：筛选期记录连续3天饮食日记，计算每日平均热卡，然后根据平均值减去500千卡/天[25]；
4.1.2 运动指导：每周进行中等强度的有氧运动（心率达到最大心率的50－70％）至少150min，和/或每周较高强度的有氧运动（心率达到最大心率的70％）至少90分钟；每周至少运动3天，不运动天数不能超过连续2天[
]。
最大心率计算公式：最大心率＝220－年龄。
4.2 选择干预药物的依据

4.2.1：盐酸吡格列酮（pioglitazone）片，商品名：艾汀（Actlns）

   属于上市药物；  


生产厂家：北京太洋药业有限公司；

规格：盐酸吡格列酮15 mg/片；


剂型：片剂；


选择依据：

1) 属于胰岛素增敏剂，临床已经用于治疗2型糖尿病，而参加本研究受试者均为存在糖代谢异常的NAFLD患者； 
2) 大规模PROactive研究旨在观察吡格列酮相对于安慰剂在2型糖尿病患者心脑血管事件二级预防中的作用，发现吡格列酮与安慰剂相比，可以减少心脑血管终点事件，同时发现，吡格列酮组患者ALT水平减少5％，而安慰剂组ALT水平升高8％[
]，提示吡格列酮可以减少肝酶水平。
3) 针对非酒精性脂肪性肝炎（NASH）的研究提示吡格列酮与安慰剂相比，可以明显减少NASH患者肝脏脂肪含量；改善NASH患者的生物学指标及肝脏组织学病变；降低NASH患者血糖水平及改善糖耐量，降低肝酶水平[25]。
4) 2004年11月美国国家糖尿病、消化与肾脏病研究院（NIDDK）已经启动了吡格列酮 vs维生素E vs安慰剂治疗非糖尿病的非酒精性脂肪性肝炎Ⅲ期临床研究（PIVENS），为了缩小与国际研究水平的差距，我们需要尽快进行吡格列酮治疗NAFLD的临床试验研究。
4.2.2：盐酸小檗碱片（Berberine），商品名：盐酸小檗碱片

属于上市药物；

生产厂家：上海华氏制药有限公司；

规格：盐酸小檗碱片0.1g/片；

剂型：片剂；

选择依据：

1) 分子式：C20H18ClNO4·2H2O
2) 动物与人体研究提示小檗碱具有降低血糖、血脂作用；
3) 小檗碱可通过转录后修饰机制稳定mRNA以增加LDL受体表达，从而发挥降低血脂作用[31]，与目前使用的他汀类降血脂药物的作用机理完全不同，由于脂肪肝与血脂代谢紊乱密切相关，小檗碱可能通过改善脂代谢从而对脂肪肝产生治疗作用；
4) 国内有小样本研究显示小檗碱治疗后，NAFLD患者血糖、血脂、肝酶、BMI等指标较治疗前明显下降。
五、治疗方法

盐酸吡格列酮（pioglitazone）片，15mg qd. po.（1片/日, 早餐前30分钟口服）
盐酸小檗碱（Berberine）片，0.5g tid. po.（5片/次,3次/天，三餐前30分钟口服）
疗程：治疗16周。
六、合并用药

禁止同时合并使用的药物

在试验期间（观察期及治疗期），禁止合用以下药物：

1) 胰岛素制剂

2) 胰岛素增敏剂（罗格列酮Rosiglitazone）

3) 磺脲类药物（格列本脲Glibenclamide，格列吡嗪Glipizide，格列喹酮Gliquidone，

格列美脲Glimepiride，格列齐特Gliclazide等）

4) 双胍类药物（二甲双胍Metformin）

5) α-糖苷酶抑制剂（阿卡波糖Acarbose，伏格列波糖Voglibose）
6) 速效促胰岛素分泌药物（瑞格列奈Repaglinide，那格列奈Nateglinide）

7) 开发（含临床试验阶段）中的药物

8) 调脂药（他汀类、贝特类）

9) 针对脂肪肝的其他药物：益肝灵、熊脱氧胆酸、易善复、维生素E、复方玉芩胶囊、
水飞蓟素等药物。
七、 试验药品的管理

7.1  试验药物的提供和储存

该课题所用药物均为上市药物，方案中试验药物由我课题组用该课题科研经费向市场统一购买相同批号的药品。课题组专人负责药品储存和分发。试验过程中，试验药品由课题负责人指定专人负责，并保存在安全地方。

7.2  试验药物的分发和管理

满足所有入选标准，且与所有排除标准没有抵触的筛选合格的患者将在0周时，经过随机分组得到有药物编号的药盒。病人要在下次随访时退还未用的药物和包装盒。

主要研究者或研究者负责管理相应的受试者随机分配的试验用药，按照已定的方法正确用药。主要研究者或研究者需要调查试验药物的使用状况，并记录在病例报告表中。包括用药时间、用药量、有无中止、中断的状况，如果有中止：记录中止、中断的时间，中止、中断的理由。

八、研究过程

8.1  流程图
	
	筛选期（V0）
	V1
	V2
	V3
	V4
	V5

	
	-4周
	0周
	4周
	8周
	12周
	16周

	签署知情同意书
	●
	
	
	
	
	

	初选表  （另附）
	●
	
	
	
	
	

	病史收集
	

	既往史与治疗史
	●
	
	
	
	
	

	合并用药与伴随疾病
	●
	●
	●
	●
	●
	●

	确定入选与排除标准
	●
	●
	
	
	
	

	营养、运动量随访调查问卷
	
	●
	
	
	
	●

	体检与化验
	

	身高
	●
	
	
	
	
	

	体重、腰围、臀围

血压、心率、心律
	●
	●
	●
	●
	●
	●

	空腹血糖+糖负荷后2h血糖
	●
	
	●
	●
	●
	

	OGTT（血糖＋胰岛素）、
	
	●
	
	
	
	●

	血脂
	●
	●
	
	
	
	●


	肝功能
	●
	●
	  ●
	●
	●
	●

	HbA1c
	●
	
	
	
	
	●

	血尿常规
	
	●
	●
	●
	●
	●

	肾功能
	●
	●
	●
	●
	●
	●

	尿妊娠试验
	
	●
	
	
	
	●

	肝炎病毒标志物（HBsAb、HCV-Ab）
	●
	
	
	
	
	

	心电图
	●
	
	
	
	
	●

	肝脏脂肪含量（MRS）±1周
	●
	
	
	
	
	 ●

	肝脏脂肪含量 [B超（六院）] 
	●
	
	
	
	
	 ●

	随机分组
	
	●
	
	
	
	

	健康教育、生活方式指导
	
	●
	●
	●
	●
	●

	试验用药品发放
	
	●
	●
	●
	●
	

	试验用药品回收及服药依从性评价
	
	
	●
	●
	●
	●

	不良事件记录和评估
	
	●
	●
	●
	●
	●

	预约下次随访
	●
	●
	●
	●
	●
	●


8.2试验过程与观察项目

筛选期（V0）：第－4周

签署知情同意书、完成初筛表、病史收集（既往史与治疗史、合并用药与伴随疾病、确定入选与排除标准）、人体学测量（身高、体重、腰围、臀围、血压、心率、心律）、化验[肝酶、肾功能、0h+服75g葡萄糖粉后2h血糖、HbA1c、肝炎病毒标志物（HBsAg、HCV-Ab）] 、心电图、肝脏脂肪含量[MRS＋改良B超（六院部分受试者）；
基线调查时已经进行药物治疗者需停药4周；
由营养师指导记录连续3天饮食日记。
预约下次随访。
随访1（V1）：第0周

记录合并用药与伴随疾病、填写营养、运动量随访调查问卷、人体学测量（体重、腰围、臀围、血压、心率、心律）、化验[肝功能、OGTT（血糖＋胰岛素）、血脂、血尿常规、肾功能、尿妊娠试验、其他可选检查]；

随机分组：入选后，根据随机表，所有患者被随机化分为三组：单纯生活方式干预组；生活方式干预＋盐酸吡格列酮组；生活方式干预＋盐酸小檗碱组，

试验用药品发放，发药时嘱患者第2天早餐前开始服药，共服用12周；

健康教育、生活方式指导（限制热卡饮食）：计算患者V0期间记录的连续三日平均摄入的热卡，减去500大卡/天作为每日摄入热卡的值。
获得化验结果后，当天下午或晚上由研究者判断患者是否仍然符合入选标准，符合者开始服药，不符合者退出本研究，电话通知患者回访并回收药物；

不良事件记录和评估；

预约下次随访。
随访2（V2）：第4周

记录合并用药与伴随疾病、人体学测量（体重、腰围、臀围、血压、心率、心律）、化验（肝酶、0h+2h血糖及胰岛素、血尿常规、肾功能）；

健康教育、生活方式指导（限制热卡饮食）；

试验用药品发放；

试验用药品回收及服药依从性评价；依从性应该>80%～<120%。
依从性计算公式：依从性＝（发药数量－回收药量）/应服药量×100％
不良事件记录和评估；

预约下次随访。
随访3（V3）：第8周

记录合并用药与伴随疾病、人体学测量（体重、腰围、臀围、血压、心率、心律）、化验（肝酶、0h+2h血糖及胰岛素、血尿常规、肾功能）；

健康教育、生活方式指导（限制热卡饮食）；

试验用药品发放；
试验用药品回收及服药依从性评价；依从性应该>80%～<120%。

依从性计算公式：依从性＝（发药数量－回收药量）/应服药量×100％
不良事件记录和评估；

预约下次随访。
随访4（V4）：第12周 
记录合并用药与伴随疾病、人体学测量（体重、腰围、臀围、血压、心率、心律）、化验（肝酶、0h+2h血糖及胰岛素、血尿常规、肾功能）；

健康教育、生活方式指导（限制热卡饮食）；

试验用药品发放；
试验用药品回收及服药依从性评价；依从性应该>80%～<120%。

依从性计算公式：依从性＝（发药数量－回收药量）/应服药量×100％
不良事件记录和评估；

预约下次随访。
随访5（V5）：第16周  研究结束期
记录合并用药与伴随疾病、填写营养、运动量随访调查问卷、人体学测量（体重、腰围、臀围、血压、心率、心律）、化验[肝功能、OGTT（血糖＋胰岛素）、血脂、血尿常规、肾功能、尿妊娠试验、其他可选检查]；心电图、肝脏脂肪含量[MRS＋改良B超（部分受试者）]；

健康教育、生活方式指导；

试验用药品发放； 

试验用药品回收及服药依从性评价；依从性应该>80%～<120%。

依从性计算公式：依从性＝（发药数量－回收药量）/应服药量×100％ 
不良事件记录和评估；

如需附加随访，预约随访日期。

附加随访：


若患者出现不良事件以及实验室检查值异常结果需要随访时，请记载有关事项（包括追踪项目、检查日期、以及检查结果）。

8.3研究路线


[image: image1]
九、病例数量与安排

9.1 样本量计算：

根据主要研究终点（肝脏脂肪含量下降的程度）来计算样本量，该指标为计量数据，故样本计算采用如下公式：n1=n2=2[(tα+ t2β)s/δ]2

s：标准差，（国外研究数据提示NAFLD患者肝脏脂肪含量的标准差约为3－27％，我科前期研究数据提示NAFLD患者肝脏脂肪含量的标准差为6.87％）；

δ:研究者期望的实验组与对照组的差值，国外研究示吡格列酮治疗后NAFLD肝脏脂肪含量下降约10－25％[25，26，27，28]，我科前期研究数据提示NAFLD患者吡格列酮治疗后NAFLD肝脏脂肪含量下降约10-20％,本研究暂定为10％，假设生活方式干预组的脂肪含量下降为5％，则δ为5％。

β取单侧0.10，取双侧0.05，因为是三组比较，实际为双侧。
计算得出每组样本数为： n=2[(2.41+ 1.282)×6.87%/5%]2=52例，共需156例。考虑15％的脱落病例，实际需入组180例病人。
9.2病例安排：

本研究与上海市交通大学附属第六人民医院内分泌科合作完成。

	研究单位
	生活方式干预组
	生活方式干预＋吡格列酮组
	生活方式干预＋小檗碱组
	合计

	复旦大学附属

中山医院内分泌科
	40例
	40例
	40例
	120例

	上海市交通大学附属

第六人民医院内分泌科
	20例
	20例
	20例
	60例


十、临床观察项目和指标

10.1确定的检测指标

a. 调查问卷：人口统计学指标、个人疾病史、疾病家族史、受教育程度、吸烟和饮酒、体力活动、膳食习惯和药物使用情况等；
b. 人体测量和体检：身高、体重、腰围和臀围，采用国际标准化方法测量血压，每次测3遍血压，心率及心律（脉搏触诊）；
c.  实验室测定（必做）：主要是：

(1)、空腹血糖(FPG)、负荷后2小时血糖（2hPG)、OGTT(5点血糖＋胰岛素)、血脂谱全套（TC、TG、HDL-c、LDL-c、ApoA、ApoB、ApoE、Lpa）；肝酶(ALT、AST、γ-GT、ALP) 、HbA1c、尿白蛋白/肌酐比值；
(2)、安全性相关实验室检查（血、尿常规检查；肝、肾功能；尿妊娠试验、ECG）

(3)、肝脏脂肪含量： 1H MRS、改良B超
10.2观察终点
主要终点：血糖水平（空腹血糖、糖负荷后2h血糖、OGTT葡萄糖及葡萄糖曲线下面积、HbA1c）；
血脂谱（TC、TG、HDL-c、LDL-c、ApoA、ApoB、ApoE、Lpa）；
肝酶(ALT、AST、γ-GT、ALP)。
次要终点：1H MRS测定的肝脏脂肪含量（％）变化；

胰岛素水平及曲线下面积变化。

十一、非严重不良事件（NSAE）的观察

11.1 非严重不良事件的定义

非严重不良事件是指使用药物过程中或用药后发生的，不可预见的医疗状况，或者使原有医疗状况恶化的一种事件，其发生与所用药物不一定有因果关系。不良医疗状况包括症状（如：恶心，胸痛），体征（如：心动过速，肝脏肿大）或异常检查结果（如：实验室检查，心电图检查）。

在临床研究中，NSAE可以包括任何时间所发生的任何不能预见的不适，包括筛选期或清洗期，甚至在还没有使用研究药物时。

11.2 非严重不良事件的记录

应当在整个研究过程中注意NSAE的收集。

以下是对每个NSAE应记录的变量：发作和停止时间、轻重程度、采取的措施、与药物使用的因果关系（有或无）、结果以及是否是严重不良事件。

11.3 非严重不良事件的严重程度分级： 

1＝轻度（有症状或体征，但能忍受）

2＝中度（感到不适且影响正常活动）

3＝重度（无力进行正常活动）

严重度和严重不良事件的区分很重要。严重度是对不良事件程度的测定，而严重不良事件需根据下述12.1标准定义。比如：持续数小时的恶心，其程度可能是严重的，但不是严重不良事件。另一方面仅导致局限性功能丧失的中风可以被认为是轻度中风，但应认为是严重不良事件。

试验结束时未解决的NSAE应继续随访，其随访间隔与延续时间视医疗需要而定。对试验结束时或受试者退出研究时未解决的不良事件，应随访至NSAE恢复正常，或至研究者认为不需要再继续随访时。

一旦发生怀孕，必须按程序报告。怀孕本身并不是一个不良事件，除非怀疑研究药物可能与口服避孕药相互作用而影响后者的效应。

11.4 非严重不良事件与研究药物关系的判断标准

参照以下6级分类标准评定。其中第1－3级为不良反应。
1) 肯定：用药及反应发生时间顺序合理；停药反应停止，或迅速减轻或好转（根据机体免疫状态某些ADR反应可出现在停药数天以后）；再次使用，反应再现，并可能明显加重（即激发试验阳性）；同时有文献资料佐证，并已除外原患疾病等其它混杂因素影响。

2) 很可能：无重复用药史，余同“1、肯定”，或虽然有合并用药，但基本可排除合并用药导致反应发生的可能性。

3) 可能：用药与反应发生时间关系密切，同时有文献资料佐证；但引发NSAE的药品不止一种，或原患疾病病情进展因素不能除外。

4) 可能无关：NSAE与用药时间相关性不密切，反应表现与已知该药物的不良反应不相吻合，原患疾病发展同样可能有类似的临床表现。

5) 无关：反应出现不符合用药后合理的时间顺序，反应有符合非试验药物已知的反应类型；受试者的临床状态或其它的治疗方式可能产生该反应，疾病状态改善或停止其它治疗方式反应消除，重复使用其它治疗方法反应出现。
6) 无法评价：报表内容填写不齐全，等待补充后再评价，或因果关系难以定论，缺乏文献资料佐证；报表缺项太多因果关系难以定论，资料又无法补充。

11.5 本试验NSAE的处理

如有发生，应判断其与服药有关、可能有关或无关，并统计发生率。不良反应轻者可继续用药并密切观察，中等者药量可减轻，严重者应停药并及时采取相应治疗，并向课题研究负责人报告。对不良反应的严重程度、持续时间、处理方法和转归应加以说明。试验期间如同时用其它药物应记录。

十二、严重不良事件（SAE）
12.1严重不良事件的判定

严重不良事件是指在研究阶段（如：筛选法，治疗期，清洗期和随访期）使用任何剂量的研究药物，对照药或安慰剂导致的符合以下的一项或多项的标准的不良事件：

1) 导致死亡的；
2) 即刻危及生命的；
3) 需要住院或住院时间延长的；
4) 导致持续性或明显的伤残/机能丧失；
5) 先天畸形/缺陷；
6) 重大的医疗事件，可能使受试者受到损伤或需要采取医疗干预来防止上述所列情况  

发生。

12.2 严重不良事件的处理

在研究过程中发现任何严重不良事件，研究相关人员都必须在24h内通知课题小组及负责人和主要研究人员。

如由非严重不良事件进展为严重不良事件，该事件及相关追踪报告必须在发现24h内报告给课题负责人。

所有的严重不良事件无论是否与研究药物相关都应报告，并应记录在病例报告表的不良事件报告表中，记录严重不良反应的发生时间、严重程度、持续时间、采取的措施等。根据中国相关法规的要求，研究者有责任通知伦理委员会或/和政府法规事务部门。
在报告相关人员的同时，根据情况及时采取相应的治疗措施。

联系方式如表：

	单位
	联系人
	电话

	复旦大学附属中山医院内分泌科
	颜红梅
	13788961990－612428

	复旦大学附属中山医院内分泌科
	刘蒙
	13788961990－670692

	复旦大学附属中山医院内分泌科
	高鑫
	13788961990－680362

	上海交通大学附属第六人民医院内分泌科
	贾伟平
	签署二级合同后确定联系人


十三、随机化方法
本试验为随机、开放、对照的临床试验。采用分中心区组随机化方法，随机表由复旦大学公共卫生学院统计教研室提供，（利用SAS8 软件生成），由与本次临床试验无关人员完成随机化工作。根据随机安排表，每个病人制作一个标有治疗编号的随机信封。病人入选后，按入选顺序分配治疗编号，并根据相应随机信封的安排给予处理。发药结束后，随机分配表一式两份由研究主要负责人复旦大学附属中山医院内分泌科高鑫教授和研究小组保存。
十四、数据管理
1） 病例报告表的填写与移交

病例报告表由研究者填写，每个入选病例必须完成病例报告表。完成的病例报告表由临床监察员审查后，第一联移交数据管理员，进行数据录入与管理工作。

2） 数据的录入与修改

复旦大学公共卫生学院统计教研室负责有关计算机设备，软件、资料输录员培训考核。统一采用软件EPIDATA3.2进行数据管理，采取双份独立录入并校对，直至两份数据库内容完全一致。

对病例报告表中存在的疑问，数据管理员将产生疑问解答表(DRQ)，并通过临床监察员向研究者发出询问，研究者应尽快解答并返回，数据管理员根据研究者的回答进行数据修改、确认与录入，必要时可以再次发出DRQ。

3） 数据锁定

所有数据录入完成，疑问表均已解决、数据清理干净后，由课题负责人、主要研究者、数据管理员、统计分析人员对数据进行审核，确定各个分析人群，在审核完成并确认建立的数据库正确后，对数据进行锁定。锁定后的数据文件不再做改动。数据锁定之后发现的问题，经确认后在统计分析程序中进行修正。

4） 数据处理

在研究数据全部录入并锁定后，将数据库交统计分析人员按统计计划书要求进行统计分析。完成统计分析后，由统计分析人员写出统计分析报告，交本试验的主要研究者写出研究报告。

十五、统计分析
15.1 分析人群和分析工具
将有三个人群参与分析：全分析集、符合方案集和安全集。

对主要疗效指标将同时采用全分析集和符合方案集分析；所有次要疗效指标，将使用全分析集分析；安全性评价将采用安全集分析。基线的均衡性评估也将采用全分析集。

· 全分析集(FAS，Full Analysis Set)：指尽可能接近符合意向性治疗原则(ITT原则)的理想的受试者集。该数据集是从所有随机化的受试者中，以最少的和合理的方法剔除受试者后得出的。它包括经过随机化，有有效的基线值，至少服用过一次研究药物并且有用药后疗效记录的所有受试者。

· 符合方案分析集（PPS，Per Protocol Set）：它是全分析集的更加符合方案的子集，这些受试者对方案更具有依从性，依从性包括：按方案要求完成全部研究的随访，主要指标可以测定，用药的依从性在80%—120%，没有对试验方案的重大违背。

· 安全集(SS，Safty Set)：安全性数据集包括所有经过随机化，并至少接受一次药物治疗的受试者，并且有用药后的安全性评价资料。
在用全分析集分析时，对主要指标的缺失值，不进行观察值结转。

各个分析集将在数据库所锁定以前由主要研究者、数据管理员和统计师以及申办者共同讨论决定。

统计分析采用SAS8.02软件进行。
15.2疗效评价：
疗效评价的主要终点包括

· 血糖水平（空腹血糖、糖负荷后2h血糖、OGTT葡萄糖及葡萄糖曲线下面积、HbA1c）

· 血脂谱（TC、TG、HDL-c、LDL-c、ApoA、ApoB、ApoE、Lpa）

· 肝酶(ALT、AST、γ-GT、ALP)

次要终点包括

· 1H MRS测定的肝脏脂肪含量（％）变化；
· 胰岛素水平及曲线下面积变化；
· 因无效退出的比例
统计分析包括统计描述和统计推断。定量指标的统计描述采用均数、标准差、中位数、最大最小值等指标；定性指标通过频数表、构成比进行描述。统计推断包括区间估计和假设检验。
假设检验包括组内比较和组间比较。定量资料的组内比较为各个研究组治疗前后的比较，采用配对t检验或配对符号秩检验；组间比较包括各次随访时三组间（单纯生活方式干预、生活方式干预加吡格列酮或生活方式干预加小檗碱）的比较和三组治疗前后改变量之间的比较。采用方差分析的方法进行检验，如果p<0.05,可以认为三种治疗方式的总体均数不全相同，进而采用方差分析的两两比较方法进一步分析。如果资料非正态，可采用秩变换方法进行分析。
定性资料的比较将采用卡方检验。如为有序分类资料，将采用CMH卡方进行假设检验。
对主要疗效指标（肝脏脂肪含量％变化），采用可信区间进行优效性检验，因有两个试验组（生活方式干预加吡格列酮或生活方式干预加小檗碱），需进行两次比较，故对进行调整，取即计算单侧可信区间。各个用药组的可信区间下限如高于对照组的可信区间下限，按照＝0.025的检验水准可认为药物组效果优于对照组。
15.3安全性评价
    安全性评价内容包括：

· 一般不良事件（NSAE）
· 严重不良事件(SAE)
· 实验室检查指标

· 心电图

计算并比较每组非严重不良事件的发生率，与研究药物有关(肯定有关、很可能有关、可能有关)的NSAE发生率。NASE发生率的比较采用卡方检验。
NSAE将分组描述和列表，与用药有关的NSAE也要列出。

列表总结并比较两组NSAE的强度、与药物的关系、采取的措施，因NSAE退出的比例。
对于严重不良事件主要列表总结各组SAE发生的情况，包括SAE名称、持续时间、后果、对主要研究药物采取的措施、与药物的关系等。

各实验室检查指标将根据各个实验室提供的参考值范围确定为正常(含异常但无临床意义)或异常(指有临床意义的异常)。列表总结发生异常变化(指研究开始时正常、研究中或结束时异常)的实验室指标。列表总结发生异常变化的心电图。
15.4 其他分析

包括病例完成情况描述、基线均衡性分析，用药的依从性描述、合并用药分析。

脱落分析：列表描述各组总脱落率、脱落原因和由于不良事件而导致的脱落，采用卡方检验进行比较。

基础值的均衡性分析：采用方差分析或卡方检验来比较人口学资料和其他基础值指标，以衡量两组均衡性。
用药的依从性：描述并比较（采用方差分析或Wilcoxon秩和检验）各组的依从性，并分组描述依从性差的原因，采用卡方检验或Fisher确切概率法。
合并用药：描述研究中发生的违禁用药情况。
十六、伦理要求

1） 遵循赫尔辛基宣言(1996年版)；
2） 每例受试者均在知情同意书上签字；
3） 全部试验过程受复旦大学附属中山医院伦理委员会的监督。
十七、资料保存
为保证复旦大学附属中山医院内分泌科的评价与监督，各中心的研究者应保存所有的研究资料（包括原始记录、所有原始的有签名的患者知情同意书、所有CRF、药物分发的详细记录等）。保存期10年。本次临床研究的所有资料，所有权属于复旦大学附属中山医院组织的课题协作组。

十八、总结
本次临床研究的数据管理和统计分析将由复旦大学附属中山医院内分泌科负责，并委托复旦大学公共卫生学院统计教研室完成，另有补充协议。各中心资料由复旦大学附属中山医院内分泌科汇总统一分析，完成临床研究统计总结报告。
十九、时间安排
	时间
	内 容

	2007年12月
	伦理审批；美国NIH注册

	2008年1月
	临床研究启动；工作人员培训；表格与资料的准备；
药物、试管等物品的准备 

	2008年2月
	第一例入组

	2008年5月
	完成第一例随访

	2008年8月
	最后一例入组

	2008年11月30日
	完成最后一例随访

	2008年12月－2009年5月
	资料整理，统计分析


二十、其他事宜
协作单位在临床试验期间接受牵头单位检查人员的定期探访。临床试验资料等经复旦大学附属中山医院内分泌科评审和同意后，方可发表学术论文。

二十一、组织领导结构

1） 组织领导：
课题主要负责人：高鑫；
课题组成员：颜红梅、刘蒙、桂明辉、常薪霞、俞璐、吴丹、花霞、曹萍、攸然
2） 随访调查质量控制负责人（监察员）：颜红梅
3） 统计分析人员：复旦大学公共卫生学院统计教研室 金丕焕、邓伟
4） 实验室质量控制组：潘柏申
5） 所有调查人员要诚实守信，讲求信誉。
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